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大 野 賢 朗
骨軟部悪性腫瘍細胞に お け る肺転移細胞 の 性状を解明す る目 的で , 肺転移能を有する P O S-1 細胞と HT-1 080細胞か ら
ヌ ー ド マ ウ ス を 用 い て 継代選択し て 高肺転移細胞 を樹立 した . 5xl O5 個の 各腫瘍細胞 を犀静脈よ り注入 して 肺転移結節数 を計
測 した と こ ろ , 継代選択 を重ね る に つ れ て 肺転移結節数は著 明に 増加 した . 各腫瘍細胞 と継代肺転移細胞の 増殖率 に つ い て ,
腫瘍紬胸 を ヌ ー ド マ ウ ス の 背部皮下に 移植 L て推定腫瘍重量 を算定 した 場合と , 3-(4, 5-ジ メ チ ル チ ア ゾ ー ル 2ーイ ル)-2, 5一 ジ
フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド(3-(4, 5-dim ethylthiaz oト2-yl)-2. 5-diphe nyltetr az oliu m br omi de , M T T)比色法を用い た増
曲線に 差は 認め られ なか っ た . M T T上ヒ色法 を 用 い た抗癌剤感受性試験で は , 両継代肺転移細胞に お い て シ ス プ ラ チ ン に 対す
る感受性に 一 定の 傾 向は 認め られ なか っ た が , ア ドリ ア マ イ シ ン に 対する感受性 に は有意な耐性傾向が認め られ た . ト ラ ン ス
ウ ニ ル を用 い た 浸潤能 の 検討 で は , P O S-1 細胞 が 継代選択 を重 ね る に つ れ 時間依存性 に 浸潤能 を 上 昇 さ せ た の に 対 し ,
H T-1080細胞 で は 浸潤髄に 変化が なか っ た . 腫瘍細胞培養液中の ゼ ラ チ ン 分解活性 は継代選択 された腫瘍細胞で は活性値 が上
昇し て い た が , 肺転移能の 上昇 に 対 Lて は相関関係が なか っ た . また ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に 非還元 状態 で電気泳動す
る と , H T-1080細掛 こは マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア q ゼ 9(m atrix m etallopr oteina s e9, M M P-9) (92k Daゼ ラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ型
コ ラ ゲナ ー ゼ) と M M PT2(72k Daゼ ラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ型 コ ラ ゲナ ー ゼ)の 外に , 新た に 継代肺転移細胞 に M M P-3(ス ト ロ ム ラ イ シ
ン) の バ ン ドが 観 察 され た . 同 じ培 養液を1 0倍 に 濃縮 し て M M P-3 と 組織由来 メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (tis s u e
inhibitor of m etallopr otein as e s, TIMP) を定量す ると , TI M Pの 量は ほ ぼ 一 定 に もか かわ らず M M P-3 の 量は 5 ～ 10倍に も増
加した . こ れ らの 結果か ら, 骨軟邪悪性腫瘍細胞 は肺転移能 に お い て ほ 不均 一 な細胞集団 よ り成 り立 っ て い ると 同時に , 肺転
移能が 上 昇 L た原因と L て P O Sql 細胞で は浸潤能 の 上昇 が強 く関与 して い る と 考え られ た . L か し H T-1080細胞で は そ の 浸
潤能 に 特徴的な変化が認め られ なか っ た こ と か ら , 段階 的な 肺転移上昇と 必ず しも相関し な い なが らも細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分
解能 の 克進が肺転移上昇の 一 つ の 要因 と な っ て い る と推定 され た .
Key w ords bo n e a nd soft-tissue s a rc om a, m etaStatic potential, in v a sion , m etallopr otein a s e,
Che m o s e nsitivity
近年種 々 の 抗が ん剤 の 開発な らび に 癌化学療法の 進歩は め ざ
ま し く 一 骨肉腫 を は じめ と した藩性骨軟都度瘍の 治療成績の 向
上 に も著 しい もの が ある . L か し肺転移に よ り死 に 至 る予後不
良例も多く . そ の 臨床治療成績 は な お満足で き る も の で は な
い
, 癌細胞の 血行性転移ほ . 原発巣か らの 細胞遊離 に 始ま り脈
管を介 して の 移動 , 特定臓器の 脈管 へ の 定着, 浸潤 , そ の 臓器
内に おけ る増穂と い う複雑な過程 を と る . 従 っ て 痛細胞が転移
を形成す るた め に は , 多く の ス テ ッ プをく ぐりぬ けな け ればな
らない . 痛ほ 転移能に お い て不 均 一 な細胞集団で あり , こ の 性




1969年 Rygaard お よび Po vIs e n2
一
が , ヒ ト 大腸癌阻織 の ヌ ー
ド マ ウ ス 皮下 へ の 移植 に 成功 して 以来, 多くの 報告者 に よ ウ ヒ
ト痛可移植嫌 が作 られ 研究 されてきた . 1973年に Fidler帥 ほ ,
B16メ ラ ノ ー マ 細胞を マ ウ ス 犀 静脈内移植 して 形成さ れ た肺転
移結節を継代選択 (in vivo s ele ctio n) する こ と に よ り 高転移性
細胞 (B 16-F lO) を分離樹立 し た . こ の 方法で 得 ら れ た細胞は ,
安定 した 高い 転移能を有 して お り , か つ 臓器 選択性をも兼ね備
え て い ると 考え られ て い る . し か L なが ら骨軟部腫瘍細胞株で
は 同 じ細胞株か ら高肺転移細胞 を作製 し , 転移に つ い て 比較検
討 した 報告は な い .
そ こ で今回 著者は , 骨 軟部悪性腫瘍細胞 を用 い て ヌ ー ド マ ウ
ス の 尾静脈に 注入 する 実験的肺転移モ デル を作成 し , そ の 転移
結節か ら得 られ た 細胞を用い て 再度同様 な操作を繰 り返す継代
選択 を行 う こ と に よ rフ段 階的に 肺転移能 の 増強 した 高頻度肺転
移細胞株を作成す る こ と に した . そ し て 親細胞 と各継代肺転移
細胞 の 増穂能 , 抗癌剤感受性の 差異, 転移能 お よ び浸潤能に つ
い て 検討を 加 え る こ と に よ り月斬こ転移す る細胞特性の 解明を試
平成5年6月1 1日受付 , 平成 5年7月13 日受理
A bbreviatio ns: ADM･ adria mycin ; A P M A, p- amin ophe nylm ercu ric
.
ac etate ; C D D P, Cis-platinu m ; CI･
CytOtO Xic in de x ;D M S O, dim ethyls ulfo xide; M M P, m atrix m etalloprotein ase; M T T, 3-(4, 5-dim ethylthiaz oト2-
yl)-2, 5-diphe nyltetrazqJiu m bromi de ; N K, n atura,l ki11er ; O S T, O Ste Oge nic s arc om a Takas e stfain ; P BS,
高肺転移能の 獲得と そ の 性状変化
み た .
材料お よび方法
Ⅰ . 材 料
培養細 胞 は , ヒ ト 骨 肉 腫 細胞 株 (o ste oge nic sarc o m a
Takas e, O S T) (当教室 に て 樹立
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), H O S, M N NG-H O S6)(大日 本
製薬 , 大坂), ヒ ト線維肉腫細脚 軒(H T→1080), 神奈川 県立 がん
セ ン タ ー よ り供与 され た マ ウ ス 骨 肉腫細胞株 (P O S-1) を 用い
た. 各細胞株 は R P れ什1640 培地 (日 水製薬 , 東京)に 56℃ で
30分間加温 し非動化 し た 10 % 仔牛 胎児 血清 ( Hazleto n, St･
Le ne x a, U .S.A .) と 1 % ペ ニ シ リ ン
･ ス ト レ プ ト マ イ シ ン
10,000単位 (Gibc o, Ne w York, U .S .A･) を加 えた 組織培養液を
用 い て , 37℃ , ト 7.5 % C O2 , 水蒸気飽和 の 状態 で単層培養 し
た. 実験に 用 い る ヌ ー ド マ ウ ス は 日 本 ク レ ア (東京)よ り購入 し
た BA L B/C, n u/n u, 6 ～ 8週令の 雌を 剛 ､て , 特定の 病原体
に 感染され て い な い (spe cific pathoge n-fr e e)状態で , 室内温 度
25 ℃に 保持 し, 放射線滅菌 した 水 と飼料を与え た ･
Ⅲ . 各腫瘍細胞に お け る肺転移形成の検討
各細胞株 を 150c m
2
の 培 養 フ ラ ス コ (Be cto n Dickin so n
Labw ar e, Ne wJers ey, U.S.A .) で 単層培養し , ほ ぼ 細胞過密状
態と な っ た 時点で 0･1 6 M燐酸緩衝生理食塩水 (phosphate
-bu-
ffered s aline- P B S) (日 水製薬) で 洗浄 し , 0･05 %の ト リ プ シ ン
(Gibc o) で細胞を は が した 衡 ハ ン ク ス 液 (日 水製薬) で 2 回
洗 っ て 単細胞浮遊液 と した . 血 球計算板( ト マ , 東京) で生細
胞数を算定 した後 , 1×10
6 個の 細胞浮遊 ハ ン ク ス 液 0･2ml を作
成し27 ゲー ジの 注射針を用い て ヌ
ー ド マ ウ ス の 尾静脈内に 注入
した . 各細胞株に つ き4匹 づ つ 1週 毎に 屠殺 し , 計4週間行 っ
た . W e xler法8七 従 っ て 気管か ら18ゲ ー ジの 注射針 を使 っ て 染
色液 と し て イ ン デ ィ ア イ ン ク (Pelika n, Podbielskistr a ss e･
Ger m a ny), 蒸留水 , ア ン モ ニ ア 水 (丸石製薬 , 東京) を注入 し ･
フ ィ
ー ケ ッ ツ 液 [70 %ア ル コ ー ル , ホ ル ム ア ル デ ヒ ド (和光純
薬, 東京), 氷酢酸 (和光純薬) を 20:2‥1 の 割合 で 混合] で 固
定した . 肉眼 的に 黒色の 肺実質に 対 して 白色の 転移巣が確認で
きたもの を 『肺転移あ り』 と判定 した ･
Ⅲ . ヌ ー ドマ ウ ス 継代選択に よ る高肺転移細胞 の樹立 と肺転
移能の比較
各腫瘍細胞を 2 5c m
2の 培養 フ ラ ス コ 内で 単層培養を行 っ た ･
細胞過密状態 に な っ た と こ ろ で 剥離 し, ハ ン ク ス 液で 2 回流 っ
た後十分に ピ ペ ッ テ ィ ン グを行 い 単 細胞浮遊液と した ･ 生細胞
数を算定 した 後, 細 胞浮遊 ハ ン ク ス 液 0･2ml と して27ゲ
ー ジ の
注射針 を用 い て ヌ ー ド マ ウ ス の 尾 静脈内に 注入 L たt P O S-1細
胞は 8×105¶軋 HT-1080細胞 は lxlO
6 個の 踵瘍細胞を注入移
植後 ヌ･- ド マ ウ ス の 体 重 を 3 日毎 に 測定 し , 4 週 後 に
10～ 20 %の 体重減少が認め られ た 時点で 密殺 した ･ 1 個の 肺転
移結節 を無菌的に 抽出 し , は さ み を 剛 ､て 十分に 細切 して か ら
メ ッ シ ュ で 濾過 し, 10 0～ 1500rpm , 1 0分間遠沈 し上 清 を吸 引
軋 R Pゝ什1 640培養液で ピ ペ ッ テ ィ ン グを行 い 細胞浮遊液と し
て 単層培養した . 3 ～ 4 代単層培養で継代し て か ら培養細胞を
10 % ジメ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド (dim ethyls ulfoxide, D M S O)
(Sigm a, St. Lo uis, U.S.A .) で凍結保存する と ともに , 再度培養
細胞を ヌ ー ド マ ウ ス 尾静脈内 へ 注 入 す る継代選択 を行 っ た ･
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P O S←1細胞は 9代 目, H T-1080細胞は 6 代目 まで 同様 の 操作 を
行 う こ とに よ り高頻度肺転移細胞 を作成 した .
さ らに 各腫瘍細胞 と上述 の 方法 で得 られ た P O S-1 細胞 は ,
3 , 6 , 9 代目 , H T-1080細胞は 2 , 4 , 6代 目の 各継代肺転
移細胞に つ い て 5×10
5個 の 各腫瘍細胞を ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静
脈内に 注入 し た . 1週後に 屠殺 し, W e xler 法
鋸
に 準 じて Ⅰの 方
法と 同様の 手順 で 肺を 固定 し た 後 , 実 体顕微鏡 (ニ コ ン , 東
京) を 用い て 各肺葉表面の 転移結節数を算定 した ･
Ⅳ . 背部皮下移檀 に よる増殖能の検討
各腫瘍細胞 と Ⅲ の 方法で 得 られ た P O S-1 細胞は 9代 目 ,
H T-1080細胞は 6代 目の 各継代肺転移細胞に つ い て , 5×10
6個
の 腫瘍細胞を 0,2mlの ハ ン ク ス 液 で 細胞浮遊液と し て , ヌ
ー ド
マ ウ ス 背部皮下 に 接種L た. 3 日毎に 腫瘍の 長径と短径を測定
し , 1/2×(長径)×(短径)2 で 推定腫瘍重量を算定 L た･ こ の 推定
腫瘍重量が 200m g を 越えた 時点で各目数と の 相対平均腫瘍重
量比 を求め , 増殖曲線 を作成し た .
V . 3-(4, 5- ジ メチ ル チ アゾ ー ル ー2 - イ ルト2, 5 - ジ フ ェ ニ ル テ
トラ ゾリ ウ ム ブ ロ マ イ ド (3-(4, 5- dirnet hylthia z oト2-
yl)-2, 5-d iphe nyltetr a z oliu m br o mide, M T T) 比色法
(M TT a ss ay) に よる増殖能 と抗癌剤感受性の検討
1 . M T T比色法に よ る増殖能の 検討
M T T比色法は森川 の 方法
9一に 準 じて 行 っ た . Ⅳ の 方法 で用 い
た もの と同様の 腫瘍細胞 を用 い て , 20恥1 の 培養液中に 生細胞
が 2×10
3 個と な るよ うに 調整し , こ れ を96穴平底 マ イ ク ロ プ
レ ート (Nu n clo n- Roskilde , De n mark) の 各ウ ニ ル に 分 注した ･
37 ℃
,
7 ～ 7.5 % C 02, 水蒸気飽和 の 環境で , 48時間 , 72時間, 96
時間 , 120時日乱 144時間培養を行 っ た . 培義中の 培養液交換は
行わ な か っ た . 培養終了 衡 P B Sに 溶解し た2m g/mlの 濃度の
M TT (Sigm a) を 2 5plず つ 各 々 の ウ ニ ルiこ加 え て 4時 間培
し , 培養液を吸 引後 D MS O 200plを加 え M T Tれ レ マ ザ ン 結晶
を 溶解 し , 各 ウ ニ ル の 吸 光度を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー
(S L T-Labinstr um e n ts, Vie n n a, Austria) を 剛 ､ て 波 長 540n m
に て 測定 した . そ の 吸 光度に も と ず い て細胞増殖曲線を作成し
た .
2 . 抗癌剤感受性に つ い て の 検討
m の 方法で 用 い た もの と 同 様の 腫瘍細胞 を用し ､ て , 18叫 の
培養液中に 生細胞数が 5×10
3個と な る よ うに 調整 し , こ れ を 各
ウ ニ ル に 分注 し, 同時に シ ス プ ラ チ ン (cis-Platin u mlC D D P) 川
本化薬, 東京), ア ドリ 7 マ イ シ ン (adria mycin - A D M) 協和醸
酵 , 東京) をそ れ そ れ2恥1ず つ 分注 した ･ 抗癌剤の 濃度は ▲ そ
れ ぞれ C D D P を0.25. 1, 2.5. 5. 10p g/ml† A D M を 0･3･ O161 1･
3, 6p g/ml と L た . 37
C
c , ㌣ ､ 7,5% C O2 の 粂什下 で72時間焙養
し , 培養中の 抗癌剤の 洗 い だ しは 行わ なか っ た ･ 培養後 M T T
を 25〃l 分注し 4時間後 に 培地 を吸 引 , D M SO に て ホ ル マ ザ ン
結晶を溶解し吸 光度を測産し た .
3 . 抗癌剤感受性試験 の 判定
得られ た吸 光度よ り次式か ら細胞毒性指標= cyto to xic inde x･
CI) を求め た .
CI(% )= (1-T/C)xl OO
T‥ 抗癌剤投与群の 吸光度の 平均 , C: 対照群の 吸光度の 平均
phosphate buffered s alin e ;RP M I 1640, Rosw ell Park Me m or
ial Institute M edia 1640･ S D S･ SOdiu m
sulfate; T C A, trichloro ac etic acid; TIM P, tissueinhibitor of m etalloprotein ases
dode cyl
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計算 した CI を対数正規確率紙に プ ロ ッ ト して 50 % CI値を 算出
し て比較検討 した .
Ⅵ . 浸潤能の 検討
浸潤能 の 検討 は Repe sh の 方法1 机 に 準じて 行 っ た . 各腫瘍細
胞 とm の 方法で 得 られ た総代細胞 に つ い て , P O S-1細胞 は 3代
目 と 6代目 と 9代 目の 細胞 を , H T-1080細胞は 2代目 と 4代 目
と 6代目 を用 い て 単層培養 を行い , ほ ぼ細胞過密の 状態 に な っ
た時点で r3 H]- チ ミ ジ ン (rメ チ ルー3H】チ ミ ジ ン ; (3pCi/ml, ア
マ シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京) を添加 して24時間標識 した . あ らか
じめ R P M I-1 640培地で希釈 し た マ ト リ ジ ェ ル (Collabo rativ e
Res e arch, Ma ss a chu setts, U.S.A .) を ト ラ ン ス ウ ニ ル (Co star,
Ca mbridge, U.S.A.) の 上 部チ ャ ン バ ー 内に 300iEl 注 入 し , ク
リ ー ン ベ ン チ 内で 30℃ , 3 日間乾燥 させ て 作成 した 人工 基底
膜上 に 標識 した細胞 (5×105個) を , 0.2 %水酸化 ラ ク ト ア ル ブ
ミ ン (Gibc o) を 含む R P MI-1640培地 で 500pl と して播 い た .
下 部チ ャ ン バ ー 内に は 150恥1 の マ ウ ス 線 維芽細胞株 (NI廿
3 T3)(JC R王∋細胞銀行 , 東京)調整培地を 入れ , そ の 培地中に 侵
入 した腫瘍細胞 を 2. 6, 12, 24, 36時間後 に 回 収 した . あ らか じ
め 未標識細胞(1× 103個)を入 れ た試験管中に 標識 した 腫瘍紬胞
を含む培養液を と り , 10 % ト リ ク ロ ル 酢 酸(trichloro ac etic
acid, TC A)(和光純薬)で沈殿後遠心 した . つ い で . 沈殿 した細
胞を蒸留水で懸濁 し, 超音波処理後に 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー L S C-3100(ア ロ カ , 東京)で測定 した . 浸潤 した細胞
を 7 ッ セ イ に 用 い た全細胞(5×10
5 個) の 放射活性に 対す る %
で 表 して浸潤能と した .
Ⅶ . 酵素活性の検討
各腫瘍細胞 と m の 方法で 得られ た 各継代肺転移細胞 に つ い て
P OS-1 細胞 は 3代目 , 6代 B , 9代 目 , H T-1 080細胞 ほ 2代
目 , 4代目 , 6代 目 の 細胞を 用い て , RP M ト1640培養液で ほ ぼ
細胞過密状態と な る ま で 培毒 した 後 ′ 0.2 % 水酸化 ラ ク ト ア ル
ブ ミ ン を含む R PMI-1640培養液(無血清培地)で 4 日間培養 し
てそ の 培養液を採取 して 実験に 用 い た , なお 培養液採取後 , ト
リ プ シ ン 処 理 し生細胞数を算定 した .
1 . 酵素活性の 測定
Ca w sto n ら
Il)
と Ha rris ら
)2)の 方法に 従 っ て ゼ ラ チ ナ ー ゼ ア ッ
セ イ を行 っ た . すな わ ち モ ル モ ッ ト皮膚由来の Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン
を , Gisslo w ら
13)の 方法に よ り Ⅰ▲C一無水酢酸で標識 し 60℃,3 0分
間熱処理す る こ と に よ り作製 した ‖ C- ゼ ラ チ ン と P- ア ミ ノ
フ ェ ニ ル 酢 酸 第 二 水 銀 (p-a min ophe nylm e rc uric a c etate,
A P M A) (Sigm a) で 37℃, 24時間活性化後 に 酵素活性 を測定 し
た .
2 ･ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m dode cyl s ulfate,
S D S)-ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル 法
Hib bs ら
14)の 方法に 従い , ゼ ラ チ ン (0.2m g/ml)を含 む ポリ ア
ク リ ル ア ミ ドゲ ル (8 % ア ク リ ル ア ミ ド( 和光純薬))を作製 し,
各培養液を そ れ ぞれ非還元状態で電気泳動 (4℃) した. S D Sを
緩衝液 (5 0mM Tris-H Cl, pH7･5/10m M CaC12/2･5 %Trito n X/
0.02% NaN3)で 洗浄後 37℃ で反応 した . ゲ ル を ク ー マ シ ー プ
リ リ ア ン ト ブ ル ー R250(Sigm a) で 染 色 し て ゼ ラ チ ン 分解 パ
タ ー ン を 調べ た .
3 ･ マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ 3 (m atrix m etallopr-
Otein a s e3, M M P-3) と観織由来 メ タ ロ ブ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ
タ ー (tis s u einhibitor of m etallopr otein a se s, TIM P) の 測定
H T-1080細胞 と 2代目 , 4代目 , 6代目 の 各継代肺転移細胞
に つ い て , 採取 した培養液 Imlを 分両分子量 5,000の 遠心濾過
チ ュ ー ブ(日本 ミ リポ ア 社, 東京)に 入 れ , 5,000 Gに て 2時間遠
沈 し上 清 1 0恥1(10倍) に 濃縮した . サ ン ドイ ッ チ 酵素抗体法-5一
に よ る M M PT3 と TI M Pの 測定を 富士 薬品工業岩田和 土博士
の 協力を得 て 行 っ た .
Ⅸ . 統計学的検定方法
冬美験の有意差検定は , 分散 分析 の後 Du n n ett法 ま た ほ
Scheffe の 多変比較法を用い , p<0.05 を有意 と した .
成 績
Ⅰ . 各培養腫瘍細胞における肺転移形成
表1 に 示 す よう に O S T細胞及び H O S細胞で ほ 4週間経過
Fig･ 1･ Gr os s s e ction of m ultlple pulm o n ary m eta stas es of
P O S-1 c e11sin athymic mice.
Tablel. Ma cr o sc opic pulmo n ary m eta stas e s of bo n e and s oft tis s u e s ar c o m a c ell lin e s
Pe riod afte r






















































































△, n O m etaSta Sis; ○, m etaSta Sis-PO Sitiv e; ●, de ath with m eta sta s由 .




































0 10 20 30 40
Days afte r tr a n spla ntatio n
Fig .2･ Gro wth c urv e of P O S-1･ H T-1 080a ndthos e s el c t ed
da ughter c ell lin es tr a n spla n t ed s ubc utis of 6 w e ek-0Id
athymic mic e (5×10
6
c ells/mic e)･ The r elativ e m e a n
t urn orw eights w ere c al ulated fo rthe r atio bet w e e n e a ch
giv e ntim e a nd initialtim e･ □ , H T-1080; ▲ ･ H T-1080T
P 6; ○, P O S-1; ◆ , P OS-トP g･
Table2. Nu mber ofpulm o n ary m eta stasis r es ultingfro m
intr a v e n o u sinje ctio n of P O S- 1. H T- 1080a nd tho se
selected da ughter c ell lin e sin athymic mic e
Ce11 1in e Nu mber of m eta stasis
(m e a n±S D)
P O S- 1
P O S- l - P 3▲)
P O S-l - P 6
P O S- 1 - P 9
H T- 1080
HT - 1 080- P 2
▲)













, P< 0.01v sP O S-1, H TM l O80
a) inTViYO S ele ctio n pas s age n u mber of pulm o n a ry
m etasta sIS.
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の 時点で肉眼 的な肺転移巣ほ認め られ な か っ た . 顕微鏡所見を
検討 してみ ると , H O S細胞では 肺表面に い く つ か の 微小転移
巣が認め られ た の に 対 し, O S T細胞で ほ 全く 転移巣は確認 で
きず , 血管 に 閉塞 した踵瘍塊の み が認 め られ る もの の 腫瘍細胞
は基底膜を破壊 して 浸潤 して は い な か っ た . M N N G-H O S細胞
で は 3週目 と 4週 目に それ ぞれ 1匹 づ つ 肉眼的に 肺転移巣が認
め られ たが ごく少数であ っ た . H T-1080細胞と PO S,1 細胞 で
は 早期か ら豊富な肺転移巣を形成 し (図1 ), 3遇お よび 4週目
では か な り死 亡 して しま う確率が高 くな り, 死 亡 の 1週 前か ら
ほ体重減少が顕著であ っ た .
Ⅲ . 高肺転移細胞の樹立と肺転移能の朝察
















Ho u r safte r in o c ulation
Fig■ 3■ Gro wth c u rve of P O S-1, H T-1080a ndtho s e s elec ted
da ught er c ell lin esin vitro ･ A 2 00FLI volu m e of 2×10
3
c ells suspe nsio n w as pla ted in e ach w e1l of 96 w elI
mic rotit erplate a nd inc ubat ed for 24
～ 120hr･ After
in c ubatio n. the plat esw e rein cubatedfor a n other4 hr with
a 20pIv olu m eof M T Tsolu tio n(2 mg/ml) a nd c o u nt ed
optical de nsity at540 n m･ □ , H TLlO80; ▲ , H T-1080-P 6;
○, P O S-1; ◆ , PO S-1-P9.
Table3. 5 0%cytotoxic c o n c e ntr atio n of antica n c e rdrug for P
O Sq l･ H T- 1080a nd tho se
sele cted da ughter cell lin es u slng M T Tass ay
50 %cytoto xic co n c entr atio n of a ntic a n cerdr ug
Ce11 1in e C D D P AD M
ULg/ml. m e a n士S D) (pg/ml･ m e a n土S D)
P O S- 1
P O S- l - P 3
-)
P OS- 1 - P6
P O S- 1 - P 9
H T- 1080
H T- 1080- P 2
▲】
H T- 1 080- P4


























, p< 0･05v sP OS
- 1･ H T- 1 080･
a)in -viv o s el ctio npas s age n u mbe r ofpulrnonary m eta sta sis･
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結節 を培養 し, 再 び ヌ ー ド マ ウ ス 尾静脈に 注入 移植する継代選
択操作 を繰り返す こ とiこ よ り P OS-1 細胞 ほ 9代 目 , H T-1080
細胞 は 6代目 ま で 継代移植 して 高頻度肺転移細胞を樹立 した .












0 川 20 3 0 40
Ho u r s afte r inoc ulatio n
Fig･4･ In v a sio n a ss ay of P O S-1 a nd thos e s ele cted daugh-
terc el1 1in es･ A 500FLI v olu m e of5×10
5
c ells s u spe nsio n
labeled with 3 H-thymidine wa s plated in up per cha mber
a nd a 1500FLIv olu m e of ＼IH-3T3 c ellc ultur e m ediu m w a s
Plated in lo w er cha mber. Tr an s w e11plates w er ein c ubat ed
fo r 6～ 36 hr a nd c o u nted radio a ctivity of tu mor c ells
invading thro ugh m atrigel. 0 , P O S-1; ●, P O S-1-P 3; ◇,












0 10 2 0 30 4 0
日o u r s afte r まno亡ulatio n
F ig. 5. In v asio n as s ay of H T-1080a nd tho s e s ele cted
da ughter c e11 1in e s. A 500pl v olu m e of 5×1 0
5
c ells
S u SPe n Sio nlabeled with
3H-thymidin e w a splated in upper
Cha mber a nd a 1500FLI v olu m e of ＼IH-3 T 3c e11c ultur e
rnediu m w a splated in lo w er charnber. Tr a n s w ellplate s
W er ein c ubated for2～ 36 hr and co u nted r adio a ctivity of
tu m or c ells in v ading thr o ugh m atrigel. □, H T-108 0; d,
H T･1080-P 2; △, H T-1080-P 4; ▲ , H T-1080-P6.
野
胸 は 0 , 2, 4 , 6代 目の 各継代肺転移細胞 に つ い て そ の 肺転
移結節数を比較 した . 継代 を重ね る に つ れ て ど ち らの 細胞株も
有意 な増加 を示 L た が(表 2), 掛 ′こ H T-1080細胞の 肺転移結節
数の 増加率が著 Lか っ た .
Ⅲ . 高肺転移細胞の増殖能に つ い て の検討
1 . 背部皮下移植 に よ る増殖曲線
P O S-1 細胞 , H T-1080細胞ともそ の 継代肺転移細胞と の 増殖
速度 に 有意な差 ほ認め られ なか っ た (図2 ).
2 . M T T比色法 に よ る増殖曲線
同掛 こ試験管内で の 両腫瘍細胞と そ の 継 代肺転移細胞と の増
殖速度の 有意な差 は認め られ な か っ た ( 図3).
Ⅳ . 抗癌剤感受性に つ い ての 検討
P O S-1細胞 とそ の 継代肺転移細胞 の 間に , C D D Pに つ い て は
一 定 の 感受性変化は認め られ な か っ た もの の , A D Mに つ い て
は 明 ら か な 感受性 の 低下傾向 が み ら れ , 50 % CIの 濃度 は
0,54 ±0.04p g/ml か ら 6代 目で 1.09 士0.12FLg/ml と有意な抗癌
剤耐性が認め られ た (蓑 3). H T-1080細胞 と そ の 継代肺転移細
胞 で は , C D D Pに つ い て 6 代 目 に 50 % CIの 濃度 が 8,4士0.7
〟g/ml と感受性の 低下が認 め られ た が , 一 定の 傾 向 で はな か っ
た , A D Mに つ い て は 明 ら か な 感受性 の 低下傾向 が み られ ,
50 % CI の 濃度 が 0.71±0.0餌g/ml か ら6代 目で 1.57 ±0.15鵬/
ml と有意な抗癌剤耐性を認め た (表3).
V . 浸潤能の 検討
P O S-1細胞に つ い て は , 3代目 , 6代目 , 9代目 と継代を重
ね る 毎に 時間依存性に そ の 浸潤能 は段 階的に 上 昇 した (図4).
H T-1 080細胞に つ い て は t 継代 を重ね て もそ の 継代肺転移細胞
の 浸潤能 に ほ と ん ど変化ほ な か っ た ( 図 5),
Ⅵ . 酵素活性 の検討
P O S-1 細胞お よび そ の 継 代3代目の 肺転移細胞 で ほ ごく少
量 の ゼ ラ チ ン 分解活性 しか 認め な か っ た もの が , 6 お よび 9代
目 の 肺転移細胞 で は有意な活性 の 上 昇が み られ た . H T-10 鮒細
胞ほす べ て の 継代肺転移細胞 に お い て ゼ ラ チ ン 分解活性の 著し
い 上 昇が み られ た (表4). 各培養液 を S D S- ゼ ラ チ ン サ ブス ト
レ ー ト ゲ ル に 非 還 元 状態 で 電気泳動 し て 比較 し て み る と
P O S-1 細胞に は特 に 変化 は なか っ た . H T-1080細胞 とそ の 継代
肺転移細胞 で ほ分 子量9200 に 相 当す る M M P-9 と分子量72000
に 相当する M M P-2 の バ ン ドの ほ か に , 新 た に 2代 目 と 4代目
と 6 代 目 の 継 代肺転移細胞 で は 分子量5 7 0 0 0 に相当す る
Table4. Gelatin oIytic a ctivity of P O S
- 1, H T- 1080a nd
tho se s ele cted da ughter c e11 1in e s
Ce11 1in e Gelatinolytic a ctivity
(U/ml/102 cel, m e a n士S D)
P O S- 1
P O S- 1 - P 3■)
P O S- 1 - P 6
P O S- 1 - P 9
H T- 1080
H T- 1080- P2
■)
H T- 1080- P 4















, P< 0.01v sP G S- l, H T- 1 080.
































高肺転移能 の 獲得 とそ の 性状変化
MM P-3 バ ン ドの 出現を認め た (図6). 次 い で 同様 に 採取 した
培養液 1mlを1 0倍 に 濃縮 して TI M Pと M M P-3 を測定 した結
果, 各継代を通 して TI M Pの 量 に 変化が な か っ た に もか か わ ら
ず M M P-3 の 量は 5 ～ 1 0倍 の 増加を 示 した (衰5).
考 察
現在ま で に 種 々 の 骨 軟都塵瘍細胞株 が培養系 で 樹立 され て い
るが , 個 々 の 細胞株 の 肺転移能や そ の 性状解析に 至 っ て は未だ
十分に 行わ れ て い な い の が 現状で ある . 転移は , 原発巣か らの
細胞遊離に 始ま り , 周囲 結合組織 へ の 浸潤と 脈管内侵入 , 脈管




こ の 過程を細胞生物学的 に 解 明す る た め
に ほ, 高頻度 に 肺転移巣を形成す る モ デ ル を 確立す る こ と が必
要と な っ てく る . こ れ を 最初 に 実験的 に 分離樹 立 L たの は
Fidler
3 日-の 実験 で ある . 転移モ デ ル を作成す る方法 と して ほ ,
腫瘍細胞を皮下や筋肉内に 移植 して 自然に 転移を発生 させ る方
法と , 腫瘍細胞を直接血管内 へ 注入 して 実験的な転移を発生 さ
せる方法が考え られ る . ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 され た 腫瘍ほ , 継
代を重ね て も原発腫瘍の 形態と機能 を維持 し , 染色性や 抗原性
も変化 し な い た め 非常 に 優 れ た 実験 系 の 一 つ と さ れ て い
る 酬
7-
. しか し な が ら ヌ ー ド マ ウ ス で は ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー
(natur al killer, NK)細胞活性が高い た め に 腫瘍ほ 転移し に くい
と 言われ て い る1 … . そ の ため に N K活性の 低い 3週令 の ヌ ー
A
P OS - 1





Fig◆6･ Gelatin -degr ading a ctivities o nS DS-gelatin substr ate
gel electrophor e si . (A) P O S-1 a nd th｡ Se S elected
da ughter c ell iin e s. (B) H T-1 080a nd th｡S e S ele cted
daughterc e11 1in e s･ Sa mple sfr om c ultur e m ediu m w er
r un o n aS DS-gelatin s ubstr ate gel(8 %total a crylami de)
u nder the u nr edu cing c orldito n s･ The gel w asinc ubated
in 50mM Tris- H Cl, pH 7.5/10m M CaCl2/1.0% Trito n X/
OfO2 %NaN3 for24 hr at 37 ℃a王ter r e m o v al of S D Sa nd
Stain ed with Co o m assie Brillia nt Blu eR 250.
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ド マ ウ ス を 剛 ､た り
20J2-}
, 移植前に X 線を 照射する試み が成 さ
れ て い る22 2ゝ3}. S harkey ら
21)
は ヒ ト悪性腫瘍106例 を ヌ ー ド マ ウ ス
1045 匹に 移植 して組織学的に 検討を加え た と こ ろ , 転移ほ わ ず
か11例(1 0%), 14匹 (1.3 %) に しか 認 め られ な か っ た と L てい
る ･ まず 最初に 種 々 の 骨 軟部腫瘍細胞株を月恥 ､て そ の 肺転移能
iこ つ い て 調 べ てみ る必要があ っ た . マ ウ ス 骨肉腫細胞 (P O S-
1), ヒ ト 線維 肉腫細胞 (H T-1080), 各 種 の ヒ ト 骨 肉腫細胞
(O ST. H O S, M N N G-H O S)の う ち 肉眼的に 肺転移巣 を確認す る
こ とが で きた の は , P O S-1, H T-1080, M N NG-H O S細胞の 3種
類 で あ っ た . こ の う ち限 られ た腫瘍細胞個数と時間で継代す る
こ とが で きた の は P O S-1 と HT-1080細胞の 2種類だ け で あ っ
た こ と よ り
, 必 ず しも相当量の 腫瘍細胞を 血管内に 注入 して も
必 然的に 肺転移を お こ すもの では ない こ と が確認さ れ た . 転移
の 臓器選択性に つ い ては , 原 発巣と 転移臓器 の 解剖学的位置関
係や物理 的国子に よ り左右され ると い う機械困子 (m echanic aI
facto r)説や , 特定の 臓器に おけ る微小環境が転移細胞 の 接着や
増殖に 適 Lて い る と い う 踵瘍細胞と標的臓器 (S eed a nds oil) 説
で説 明 され て い る2 嘲 . 今回 の 実験で顕微鏡 レ ベ ル で は O S T細
胞 が肺の 血 管内に 塞栓は形成 して い る もの の 血 管壁 を浸潤する
こ と の で きな い 所見や , H O S細胞は顕微鏡所見 で微小転移巣
の 形成は認め られ るもの の 増穂傾向 を 示 さ な い と い っ た 所 見
や , M N N G-H O S細胞が肺転移の 形成は み られ る もの の 増 殖傾
向を 示 さ な い と い っ た所見か ら, 必 ず Lも単独の 説の み で 説明
し よ うと し て も不 可 能が ある . 骨 軟部悪性腫瘍の 肺転移を考 え
る場合 , そ の ほ と ん どが 血 行性転移 で ある . よ っ て 血管内に 直
接腫瘍細胞 を静江 して 転移の 形成 され な い もの は , どの よ う な
系 で 調べ て も転移が形成 され な い 可能性が強い . まず 肺と い う
臓器 に 確実 に そ して 必然的に 高い 転移能を有す る 系を樹立す る
た め に 腫瘍細胞を ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈内に 直接住人 し , 形成
され た 転移結節か ら得られ た細胞 を 用い て 再 度同様な 操作を繰
り返すこ と に した . 1個の 肺転移結節は 1 個の 細胞か ら由来 L
た 可能性があ り, 再 度腫瘍細胞 を動物に 返す過程 を繰 り返す こ
と に よ り均 一 な も の と な る こ とが 考え られ る . 今回 使周 L た培
養細胞に おい て も ヌ ー ド マ ウ ス の 継代選択を重ね るミこ つ れ て 肺
転移結節数は増 加 L , 転移形成に 要する時間も短 く な る こ と が
確認 され た .
腫瘍細胞 は通常 不均一な細胞集団 か ら 構成 さ れ て お 申∴ 抗
原性2
7-






, 抗癌剤感受性 針 珊 に お い て 小均 鵬 で ある こ と が
報告 され て い る . そ う で あれ ば ノ㌢lI】‡の 実験の よ う に ヌ ー ドマ ウ
ス を 使 っ て 継代選択され た 鳥肺転移細胞 で も臨床上 よ く問題と
な る抗癌剤感受性に お い て もか な り性質が変化 して い る 可能性
が考え られ る . 簡便に か つ 迅速に 行う抗癌剤感受性実験と して
Table5. Expr es sio n of TI MP a nd M M P- 3 irl H T-
1 080a nd tho s e s ele cted da ughter c e11 1in es u sing
S a nd wich e n zym eim m u n o a ss ay
Cell lin e TIM P M M P- 3
(ng/mVlO6 c ell) (ng/ml/106 c ell)
HT - 1080
H T- 1080- P2
1)
H T- 1080- P 4
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Mos m a n n弥 は テ ト ラ ゾリ ウ ム 塩の 一 種で ある M T T を 剛､ , 9
6穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト と マ イ ク ロ ウ ニ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 測
定する MT T比色法を報告 L た. ニ れ を森川g
一
ほ骨軟部悪性腫
瘍細胞 に お い て も実用的 な方法 と し て 報告 し て い る . ニ の
M T T比色法 を用い て の 抗癌剤感受性実験の 結果 , 肺転移台巨の
増強と と もに 抗癌剤耐性に 明 らか な変化が認め られ た . しか し
増殖率に つ い て は , ヌ ー ド マ ウ ス 背 部皮下移植 に よ る生体内で
の 腫瘍増殖曲線や M T T比色法に よ る試験管内で の 腫瘍増穂曲
線 に も増殖速度に は 明 らか な差が 認め られ なか っ た . こ の 結果
よ り肺転移結節数 が増加 し た の ほ , 転移過程 の な か で あ る ス
テ ッ プが 変化し たも の と 推察 され る .
試験管内で の 浸潤能に つ い て の 検討は Albiniら39～に よ っ て 初
め て 導入 さ れ た 浸潤 試験 (in v asio n a ss ay) 法 が あ る が ,
Repesh
抑
は こ れ を さ らに 簡便な方法と して 確立 し, マ ト リ ジ ェ
ル で 人工 基底膜を作成 し通過 した 腫瘍細胞 を回 収 して そ の 放射
活性を測定す る方法を行 っ た . H T-1 080細胞で は 継代肺転移細
胞 で の 浸潤能に 変化は見 られな か っ た が , P O S-1 細胞 で は 3
代目 , 6代 目 , 9代目 と継代を重ね る に つ れ て 時間依存性に 有
意な増加 を示 した . こ の こ とは 生体内で の 肺転移能と良く相関
L てい た が , HT-1 080 の 継代肺転移細胞 では 浸潤能は ほ と ん ど
変化なく肺転移結節数と の 明 らか な 相関は認め られ ず , 別の 因
子が 関与 して い る こ とが 考え られた .
腫瘍細胞が浸潤や 転移 をお こ すた め に も う 一 つ 重要な ス テ ッ
プ と して 腫瘍細胞 周囲の 細胞間 マ ト リ ッ ク ス や 基底膜を分解す
る過程がある . こ れ ま で に も高転移性 の 腫瘍細胞か らⅣ 型 コ ラ
ゲ ナ ー ゼ が 分泌 され る と の 報告は Liotta の 研究4仰 以来数多く
な され て い る . 特 に こ の Ⅳ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活性と 転移率が相関
す る こ と に つ い て は , 黒色腰細胞 を 用 い た 肺転移率抑 や 結腸癌
細胞を 用 い た肝転移轡2
1
に つ い て の 報告 が ある . 肉腫系の 培養
細胞に つ い てほ 確か に 高転移性 の 細胞 に そ の コ ラ ゲナ ー ゼ 活性
が高い こ と が報告 され て い る抑 が , 継代 移植 に よ り肺転移能 を
高め た 腫瘍細胞 の 肺転移率と そ の 活性 との 相関に つ い て は 明 確
に され て い な い . 本研究 で ゼ ラ チ ン 分解活性を測定 した と こ ろ
P O S-1 継代肺転移細胸 は 6代 目 , 9 代目 と増加 し, H T-1080継
代肺転移細胞 に つ い て も 2代目 , 4代 目 , 6代目 の 各継代 で ゼ
ラ チ ン 分解活性 の 上 昇を 認め た . しか しな が ら継代を経 る に つ
れ 段階的に ゼ ラ チ ン 分解活性が 上 昇す ると い うもの で ほ なく ,
ある程度の ゼ ラ チ ン 分解活性ほ確か に 肺転移に 必 要で ある が ,
必 ず しも肺転移能 の 上 昇に ゼ ラ チ ン 分解活性は相関 しな い もの
と考 え られ る . 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 成分の 分解に 関与する マ ト
リ ッ ク ス 金 属 プ ロ テ ア ー ゼ (m atrix m etalloprotein as e s,
M M Ps) に つ い て は , 現在ま で に 少な くと も1 0種煩の 酵素 が報
告 され て お り, 一 種 の 遺伝子フ ァ ミ リ ー と 考え られ て い る43).
これ らの 酵素の 共同作用 で 生体内に 存在する ほ と ん ど全 て の 細
胞外 マ トリ ッ ク ス 成 分が 分解され ると い う特徴 があ る11). と く
に H T-1 080継代肺転移細胞 でほ ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル
に お い て M M P-9(92k Daゼ ラ チ ナ ー ゼ/Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) と
M M P-2(72k Daゼ ラチ ナ ー ゼ/Ⅳ型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ) の バ ン ドがす
べ て の 細胞 に 認 め られ た が , どち らも腫瘍細胞 に よ っ て合成 ,
分泌 され る こ とが 知 られ て い る購十J 7l. 特 に 五 之 治J8)は M M P-9
が癌の 浸潤や転移 に 伴う組織破壊 に 広く関与す る可 能性を 示 し
て い る . ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲル で は そ の 量的変動 に つ い
て 明確な変化ほ認め られ な か っ た が , 注目す べ き結果 と して 2
代 目 と4 代目 と 6代目の継代脈転移細胞に新 た に.M M P-3 に相 .
野
当する バ ン ドの 出 現が 認め られ た こ と で ある . M MP-3甘 は ス ト
ロ ム ライ シ ン (st ro m elysin)
50)と も呼ば れ 広 い 基質特異性を有
L , 基底膜構成成分の Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン や ラ ミ ニ ン , ゼ ラ チ ン お
よ びⅨ 型 コ ラ ー ゲ ン な どを 分解す る 拓 こ とか ら生体内で の 細胞
間 マ ト リ ッ ク ス 分解に は 欠く こ と の できな い 重要な 役割 を果た
し て い ると 考 え られ て い る ･ 腫瘍細胞の 転移能 は TIれ膵 の 発現
レ ベ ル に よ り決定 され る報告5りも ある こ と か ら , M M Ps の 活性
を特異的に 阻害す る TI M やの 量が ほ と ん ど変化 し な い に もか
か わ ら ず M M P-3 の 分泌量が 著明 に 増加 し て い た こ と ほ ,
H T-1080細胞 の 転移お よ び 浸潤能 の 増加に こ の M M P-3 が強く
関与して い る可 能性が 示 唆さ れ る . しか しな が ら こ こ で も肺転
移結節数の 上 昇と に は 相関関係は認め られ ず , 肺転移能に はま
だ 外に プ ラ ス ミ ン に よ るフ ィ プ リ ン 分解活性の 上 昇52＼ 血 小板
凝集活性の 克進に 伴う 転移能 並 び に 細胞凝集能の 上 昇53＼ 細胞
膜構造の 変化に 伴う 細胞接着能 の 変化51＼ 臓器組織 の 化学的因
子 に よ る細胞遊走性や細胞接着能 の 変化12), さ ら に は 宿主 自体
の 免疫状態の 変化18
-け '
と い っ た 重要な 因 子 並 び に ス テ ッ プ の 関
与 して い る可 能性があ り, 今後 さ ら に 検討 され るべ き課題と考
え られ る ･ 以上 よ り骨軟都腫瘍細胞 の 転移 に ほ 浸潤能 の 増加
や , 細胞外 マ ト リ ッ ク ス 分解酵素 の 分泌が関与 して い る可 能性
が考え られ た が , 今後 これ らの 酵素活性と の 相関や生体内に お
け る活性化の 機序を さ らに 解 明 し , さ らに どの 細胞 に お い て ,
ま た 転移に 関 して どの 因子が最も重要 であ るか を 解明 し て い く
必 要が ある .
結 論
骨軟部悪性腫瘍細胞株を 用 い て そ の 肺転移能を調べ ると とも
に , 高肺転移細胞 を樹 立 しそ の 細胞特性に つ い て 種 々 の 検討を
加 えた結果, 以下の 結 論を得 た .
1 . O S T, H O S, M N N G-H O S, H T-1080, P O S-1細胞 をそ れぞ
れ ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈に 注 入 し て実験的肺転移形成を試み た
が , 一 定 の 期間内で 肺転移結節 が形成 され た の は P O S-1 と
H T-1080細胞 で あ っ た .
2 . ヌ ー ド マ ウ ス の 尾静脈か ら腫瘍細胞を注入 して で きた肺
転移結節 か ら細胞 を分離培養 し再度注入する継代選択を行う こ
と に よ り, 肺転移能は段階的に 上 昇し , P O S-1 細胞 で 9代目,
H T-1080細胞 で 6 代目 に 高頻度肺転移細胞 を樹立 する こ と が
で きた .
3 . 肺 表面 に 形成 され た 転移結節数を 比較 検討す る と .
P O S-1細胞 は 23 士6個 か ら 9代 目 で 447 土44個に , H TLlO80細
胞は 25 ±5個か ら 6代目 で 468±55個と段階的に 肺転移結節数
が増加 した .
4 . 継代肺転移細胞 と親細胞と の 間で の 増 殖率は , ヌ ー ドマ
ウ ス 背部皮下移植 に よ る検討 で も M T T比色法 に よ る検討でも
差は なか っ た が , 抗癌剤感受性 に は 両 者の 間に 明ら かな 感受性
の 変化が認め られ , 肺転移能の 上 昇と 共に 抗癌剤 の 耐性も上昇
した .
5 . 浸潤能 に つ い て 検討 し た結果 , P O S-1細胞 で は継代を重
ね る に つ れ て 時間依存性に 浸潤能は肺転移能 の 上昇 とと もに有
意に 上昇 した が , H T-1080細胞と そ の 継代肺転移細胞に は明ら
か な相関がなか っ た .
6 . ゼ ラ チ ン 分解活性 に つ い て検討 L た結果 , P O S-1細胞と
H T-108 0細胞
■
の 継代肺転移細胞で は 分解悟性 の 著 し い 上 昇を
認め た . 同様 に S D S-ゼ ラ チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲル に 電 気泳動
高肺転移能 の 獲得 とそ の 性状変化
すると , P O STl細胞 に は変化は な か っ た が , H T-1080細胞に は
M MP-9 と MM P
-2 に 相当する バ ン ドの 外に 継代肺転移細胞 で
は M MP-3 の バ ン ドが 認 め ら れ た . M M P-3 の 定量 で も
TIMP の 量が ほ ぼ 一 定に もか か わ らず著 し く増 加 し た こ と よ
り, 肺転移能の 上 昇に M M P-3 が関与 して い る可 能性を 示 L て
い る . しか しな が ら肺転移能の 上 昇と ゼ ラ チ ン 分解活性 に は相
関がな か っ た .
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Char aCteri2atio n of H ighIy Pulm o n ary Metastasizing Cellsin Bon e a nd SoftTis$ ueSarc o m a MasaakiOhn o,
Departm ent OfOrth0pedic Surgery, Schoolof Medicin e, Kan aZaWa Universlty, K an aZ a W a920
- J･ Ju z e nMedSoc. , 102,5 26
- 535(1993)
Key w ords bon e andsofttissue sarc om a, m e taSta tic potential,inva sion, m et a1loproteinase,Che mose nsitivity
Tbclarifythe character ofpulm on ary m etastasizingt um Or C ellsin bon eands ofttissue sarco m a s, high1y m etastasizing
Cell lines w ere e st ablished by repeatlngln Vivo s electionofpulm o n ary m etaStaSizing POS- 1 orH T･1080c e11 1in es. 5×105
Cells ofeachc e11 1in e w ere lnJeCted into thelateraltailveinofathymic mice,follo w edby countlng the n u mber ofm etastatic
n odules･ Withr epeated in vivo sel ction, the number ofpulm on ary m etastatic n odulesincreased noticeably･ m egr OWthrate
Of both highly m etastasizing celllinesfro mPOS-1 andH TllO80ce11 1inesw as n otslgni fic antlydifftre ntby m easu n ngt um Or
W eightprodu ced byinoculating the c ellsintoback s ubcutis of athymic miceand by 3-(4, 5-dim ethylthiazol-2-yl)-2, 5-
diphe nyltetr azolium bro mide(M T T)assay･ The che m osensitivitytest using M T Tasayrev ealed 血atthese cell linesbec am e
resistant tO adriamyCinfbllo w lngthe inviv o sel ctio n,butnotto cis-pladn um･ In the assessm entofinv asion potenti alusing
transwellm ethod･ POS-1progressiv ely lnCreaSed itspotential in tim e-dependent m a m er by repeating the selection, While
HTLlO80sho w ed litde change･ Gelatinolytic acdvity ofthe selected da ughter cellin es w asincre a s ed,butn otpr oportionalto
thepulm on ary m etaStaSizing pote ntial･ MaBix m etaloprotein ase9(MM P-9) and M MP-2 bands o nS D S-gelatin substrategel
W ere Obse rv ed in ヨ:T lO80cells under unreducing c onditio ns, the band of M M P-3 w as observ ed in selected da ughter c ell
lines of H TllO80c els･ W he n c ultured m ediu m withselected daughterc e11 1ines of H TllO80cells was c o ncentrated by l O
tim es, M M P-3 incre a s edthequ antity fro m5tolOfold in splte Ofno change at a C O nCetration ofdssu einhibitor ofm etal lo-
PrOteinases(TIMP)･ These res ult s uggesthatboneand softtiss ue sarc o m a cell lines ar eheterogen e ousin term ofpul-
m o n ary m etastasizing potendal･ and that theincre aslng n VaSionpotentialis a mqor ca useofhigh1y pu血 onary m etastasis
fbr the P OS-1c ell line･ Ho w ever, forthe HT lO80cell line,in v asion potenti al is ndependent ofpulm on ary me ta st asis and
these s ug gestthatadvan Ced degradation ofe xtracellular m atrix c o mpo ne nts m ayplay animporta n t r ole whichis not c orr elat-
edtohighlypulm on ary metastasis.
